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Introducao e objetivos

1.1
Importancia da especiagéo

De acordo com a IUPAC (International Union of Pure Applied Chemistry),
0 termo andlise de especiacdo € definido como a atividade analitica capaz de
identificar e/ou medir as quantidades de uma ou mais espécies quimicas
individuais em uma amostra. Nos ultimos anos, o nimero de estudos nesta area
tem crescido devido ao fato de que muitas vezes, para o0 analista, a concentragdo
total de um elemento ndo explica seus efeitos nos diferentes ambientes (Cornelis,
2005).

Vérias pesquisas ja mostraram que a mobilidade, a biodisponibilidade, a
acumulacdo e as propriedades toxicologicas dos metais sdo muito dependentes das
formas quimicas nas quais eles ocorrem na natureza (Dabek-Zlotorzynska et al.,
1998). Por exemplo, Cr(Ill) é um nutriente essencial para 0s seres humanos,
enquanto que, Cr(VI) é toxico. Outro exemplo é a ocorréncia de arsénio em
alimentos, pois mesmo que a concentracdo total de arsénio ultrapasse o limite
aceitavel, o produto pode ser aprovado, desde que a principal espécie seja a
arsenobetaina, um composto organico atoxico; o contrario ocorre se estiverem
presentes espécies inorganicas de arsénio (p.ex. arsenato e/ou arsenito), que sao
altamente toxicas (Olesik, 1995; Cornelis, 2005).

Desta forma, a determinacdo de metais pesados em amostras bioldgicas,
em nivel de traco e ultratraco, é de grande relevancia para que se possa avaliar o
metabolismo destes elementos nos seres humanos, principalmente, em relacdo ao
grau de exposicdo e aos possiveis e ee e feitos nocivos ao organismo. Com isto,
0 estudo da especiacdo é uma importante ferramenta para se ter informacdes sobre
a atividade quimica, biologica e toxicologica de um elemento em particular (Das
et al., 2001; Timerbaev, 2001). Diversas técnicas de separacdo tém sido utilizadas
para a analise de especiacdo elementar quantitativa, incluindo cromatografia em

fase liquida (HPLC), cromatografia a gas (GC), cromatografia a fluido
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supercritico (SFC) e eletroforese capilar (CE). Para a deteccdo das espécies tém
sido empregadas as técnicas espectrométricas de absor¢do atdbmica em chama
(FAA) e em forno de grafite (GFAA), fluorescéncia atdmica e molecular, emissdo
atdmica e espectrometria de massas, sendo as duas ultimas, em geral, com plasma
indutivamente acoplado (Olesik et al., 1995; Kannamkumarath, 2002).

O objetivo da analise de especiacdo € a obtencdo de maior conhecimento
das espécies que estdo sendo estudadas: sua composi¢do, sua massa, sua
estabilidade, seu ciclo biologico e ambiental, suas transformacdes e as possiveis
interagBes das espécies com a matéria viva ou inerte. No entanto, nem sempre é
possivel conseguir todas estas informacdes, por isto, devem-se escolher quais as
mais importantes conclusdes que se quer obter nos estudos de especiacdo
elementar (Cornelis, 2005).

O arsénio, apesar de ser toxico, € utilizado em diferentes setores da
indUstria e agricultura. Desta forma, € importante o estudo de cada espécie com
que este elemento se apresenta na natureza, para que seja possivel compreender
seus efeitos nos diferentes ambientes, inclusive no que diz respeito a
contaminagdo do ser humano. O arsénio é utilizado na ragdo animal como agente
antiparasitario e para aumentar o apetite, acelerando assim, o crescimento do
animal (Cornelis, 2005). No caso de cavalos, uma pequena dosagem de arsénio
contribui para melhorar o pélo do animal, porém, em cavalos de corrida, 0
controle da concentragdo de arsénio nos fluidos bioldgicos é um fator importante,
pois a presenca de altas concentragdes (> 300 pg L™) de arsénio na urina do
cavalo é considerado doping. Tem-se, entdo, uma oportunidade Unica de estudar a
especiacdo de arsénio e da cinética de excrecdo do elemento pelo organismo do

animal.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0212144/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0212144/CA

25

1.2.
Alguns aspectos do acoplamento entre eletroforese capilar e a
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado

Pelos motivos expostos, ha uma grande demanda pela otimizacdo de
técnicas analiticas eficientes para separar e identificar as diferentes espécies
quimicas presentes nos mais variados tipos de amostras. Os principais requisitos
para tais técnicas sdo uma influéncia negligenciavel do processo analitico na
distribuicdo original das espécies e boa tolerancia para matrizes complexas
(Timerbaev, 2001). Além disto, a baixa concentracdo de algumas espécies torna
necessario um cuidado especial no manuseio e estocagem da amostra e nas etapas
de separacdo e deteccdo, evitando a contaminacgéo, perdas ou mudanca na natureza
das especies (Das et al., 2001). Frequentemente, as andlises de especiacao
elementar apresentam algumas deficiéncias como, por exemplo, consomem um
longo tempo, possuem limites de deteccdo inadequados, sdo limitadas para alguns
tipos de amostras, apresentam pouca eficiéncia de separacdo ou insuficiente
seletividade (Olesik et al., 1995). Desta forma, para obter resultados confiaveis
nas analises de especiacdo, € fundamental aliar uma técnica com alto poder de
separagdo a outra com alta sensibilidade analitica, fornecendo assim, os baixos
limites de deteccdo requeridos em muitas aplicagoes.

A eletroforese capilar (CE, capillary electrophoresis) é uma técnica que
possui alta eficiéncia de separacdo, pois possibilita separar espécies neutras,
positivas ou negativas em uma Unica corrida. Além disto, a CE tem a vantagem de
consumir um pequeno volume de amostra (da ordem de nL) e de permitir
separagGes em um curto espago de tempo. Fazendo uma comparagdo entre as
técnicas de CE e HPLC (abreviacdo do inglés: high performance liquid
chromatography), verifica-se que ao se empregar um  detector
espectrofotométrico, o limite de deteccdo (LD) expresso em concentracdo €
aproximadamente 30 vezes maior na primeira técnica. No entanto, quando o LD é
expresso em massa, o valor é cerca de 100 vezes menor na técnica de CE. Sendo
assim, o detector ideal para CE deve ser sensivel a massa e ndo deve depender do
pequeno caminho optico definido pelo capilar (Weinberger, 2000).

O espectrometro de massas com plasma indutivamente acoplado (ICPMS)
é um detector seletivo multielementar, que permite alcancar limites de deteccao

extremamente baixos (< pg L™ para 30 a 40 elementos) e fornecer informacoes
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isotopicas que possam ser utilizadas para identificacgdo e quantificacdo das
especies. Desta forma, aliar a alta resolucéo da eletroforese capilar com a grande
sensibilidade do ICP-MS, resulta em uma técnica hifenada valiosa para a

especiagéo elementar.

1.3.
Objetivos deste trabalho

Este trabalho tem como objetivo principal a implementacdo no
“Laboratério de Espectrometria de Massas (ICPMS) da PUC-Rio” de uma
metodologia para acoplamento entre a eletroforese capilar (CE) e a ICPMS,
demonstrando sua utilizagdo como uma importante ferramenta para a especiacao
elementar em diferentes matrizes. Na literatura, encontram-se diversos trabalhos
envolvendo a otimizacdo de interfaces para o acoplamento entre estas duas
técnicas. Neles, se revela que a configuracdo da interface € um pardmetro muito
importante, pois dela depende a obtengdo de resultados sensiveis, repetitivos e
confiaveis nas anélises de especiacdo elementar. Como a vazao eletroosmotica na
técnica de CE é apenas na ordem de alguns nanolitros por minuto, sistemas
convencionais de nebulizacéo utilizados em ICPMS ndo se adaptam diretamente,
e sistemas “caseiros” sdo 0s mais empregados.

O trabalho experimental esta dividido em duas etapas, sendo a primeira a
realizacdo de testes comparativos entre diferentes interfaces CE-ICPMS,
comerciais ou desenvolvidas no laboratorio, para escolha da que apresenta melhor
desempenho no que diz respeito a eficiéncia de nebulizacdo. Foram avaliadas, em
especial, a repetitividade e sensibilidade dos sinais obtidos em ICPMS, e a
robustez da interface em trabalhos de rotina. A segunda etapa deste trabalho
consistiu no desenvolvimento e validagcdo de uma metodologia para a anélise de
especiacdo de arsénio e de sua aplicagdo em dois estudos.

O primeiro estudo referiu-se a uma avaliacdo preliminar sobre os teores de
arsénio e de suas espécies em sucos de uva vendidos no Brasil. O segundo estudo
relata as primeiras experiéncias a respeito da absor¢éo e eliminacdo de uma droga
a base de monometilarsenato (Arsenil®, Schering - Plough) em cavalos, visando a

obtencdo de dados inéditos sobre a taxa de excrecao desta droga com aplicacOes
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em testes antidoping.
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